(g) BUNDESREPUBLIK @ Offenlegungsschrift 

® DE 10132 147 A1 



® 



DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
(43) Offenlegungstag: 



101 32 147.3 
3. 7.2001 
6. 2.2003 



Int. Cl7: 

C 12 Q 1/68 

C 12 Q 1/04 
//(C12Q 1/68,C12R 
1:01) 



CM 

CO 



@ Anmelder: 

Universitat Leipzig, 04109 Leipzig, DE 

(g) Vertreter: 

Nenning, P., DipL-Chem. DipL-Jur.Dr.rer.nat.Dr.jur., 
04275 Leipzig 



@ Erfinder: 

Eschrich, Klaus, Prof. Dr., 04277 Leipzig, DE; Rupf, 
Stefan, Dr., 04275 Leipzig, DE 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(3) Verfahren zur schnellen quantitativen Bestimmung von Eu-Bakterien 



1^ 



CM 
CO 



BUNDESDRUCKEREI 12.02 102 660/64/1 



10 



DE 101 32 147 A 1 



Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betxilft ein schnelles, kostengiinstiges Verfahren zur Bestimmung der Gesamtzahl von Eubakte- 
rien sowie der Anzahl von Eubakterien einzelner Spezies. 
5 [0002] Es ist bereits bekannt, Eubakterien nachzuweisen und ihre Zahl zu erfassen. Im allgemeinen erfolgt dabei keine 
Differenzierung der Bakterienspezies. Diese ist nur mittels spezifischer weiterer, parallel oder nachfolgend durchgefuhr- 
ter Ansatze moglich. So hat das Kultivieren von Eubakterien auf Nahrmedien den Nachteil, daB viele Bakterienarten gar 
nicht angesprochen und zum Wachstum veranlaBt werden. Die Ursache liegt in der mangelnden Eignung der verfugbaren 
Nahrmedien. Viele Bakterienarten wachsen nur recht und schlecht, was auch auf die bisher unzureichende Hrforschung 

10 der Kultivierungsbedingungen fiir viele Bakterien zuriickzufiihren ist. 

[0003] Fiir die quantitative Erfassung einzelner Bakterienspezies ist weiterhin die Unspezifitat der Nahrmedien nach- 
teiUg. Mehrere Keimspezies wachsen mit ahnlicher Intensitat und verhindern eine Differenzierung. Es konnen auch nicht 
alle gewiinschten Spezies erfaBt werden, well eben nur lebende, unbeschadigte Zellen wachsen, wahrend die anderen aus 
einem Nachweis herausf alien. Dazu kommt, daB die Stoffwechselprodukte der einen Spezies das Wachstum der anderen 

15 storen konnen, so daB eine weitere MeBergebnisverfalschung Platz greift. 

[0004] Nachteilig sind auch Zeitbedarf und Kosten. Der Zeitbedarf resultiert aus der gegebenen Geschwindigkeit der 
Zellvemiehrung, die Kosten aus der NoLwendigkeil der Verwendung spezieller SubsLraLe, deiii Einhalten spezifischer 
Kulturbedingungen und der Pflege der Kulturen, die apparativen und personellen Aufwand erfordert. 
[0005] Ein Teil der Bakterien darf aus Griinden erlassener Vorschriften nur mit Testkits untersucht werden. Diese sind 

20 teuer. Der Ausweg ware das Durchfiihren der Arbeiten in einem zertifizierten Labor. Das ist noch teurer und fiir Routi- 
neuntersuchungen nicht mehr denkbar. 

[0006] Es ist weiterhin bekannt, Eubakterien durch Phasenkontrast- und/oder Dunkelfeldmikroskopie nachzuweisen 

und zu bestimmen. 

[0007] Das hat aber den Nachteil, daB die Identifizierung subjektiv verfalscht ist. Ursache dafur ist die Beurteilung des 

25 Gesichtsfeldes im Mikroskop durch einen zwar erfahrenen Mikrobiologen, der aber doch auf visuelle Weise arbeitet mit 
den daraus resultierenden Fehlerquellen. Auf diese Weise konnen Gruppen von Bakterienspezies identifiziert werden, 
mcist kcinc cinzclncn Artcn. Der Grund ist in der habitucUcn Ahnlichkcit der Untcrsuchungsobjcktc zu schcn. NachtciHg 
ist weiterhin, daB der Anal3^t nur im status quo untersucht werden kann. Das kommt daher, daB unter den Analysebedin- 
gungen die Bakterien nicht wachsen konnen. 

30 [0008] Weiterhin sind Arbeiten bekannt geworden, Eubakterien iiber ihre Stoffwechselprodukte zu identifizieren. Al- 
lerdings sind viele Bakterien so nicht zu erfassen. Das liegt daran, daB nur eine begrenzte Anzahl von Stammen und Ar- 
ten spezifisch nachwei share Stoffwechselprodukte freisetzt. Dies wiederum fiihrt dazu, daB Gruppen von Bakterien 
falsch positiv erfaBt werden, weil verwandte Arten auch ahnliche Stoffwechselprodukte ausscheiden. Und eine Quanti- 
fizierung der Bakterien iiber ihre Stoffwechselprodukte ist gleich gar nicht moglich, weil die Intensitat des Stoffwechsels 

35 weder steuerbar noch reproduzierbar ist. 

[0009] Es ist dariiber hinaus bekannt, Eubakterien mit inmiunologischen Methoden nachzuweisen. Diese Methoden 
sind teuer. Ursache ist das notwendige Verwenden polyklonaler Antiseren oder monoklonaler Antikorper, die nur unter 
hohem Zeit- und Mitteleinsatz selbst herzustellen oder teuer zu erwerben sind. Diese Methoden haben sich daher nicht 
allgemein durchsetzen konnen. Eine Quantifizierung einzelner Bakterienspezies mittels immunologischer Methoden ist 

40 nur bedingt moglich, da die Expression von Antigenen starken Schwankungen unterliegen kann. Fiir eine Erfassung der 
Gesamtbakterienzahl eignen sich immunologische Verfahren wegen der hohen Spezifitat der Antikorper prinzipiell 
nicht. 

[0010] SchlieBlich sind nukleinsaurebasierte Methoden bekannt. Diese werden in Hybridisierungsmethoden und in Po- 
lymerasekettenreaktion (PGR)- Verfahren unterschieden. Die Hybridisierungsmethoden setzen die Kenntnis geeigneter, 

45 meist mehrere hundert Basenpaare langer Zielsequenzen voraus. Bisher zeigt sich, daB die erreichte Sensitivitat der Hy- 
bridisierungsverfahren unzureichend ist. Die Ursache liegt darin, daB nur die gerade vorhandene Zahl von Bakterien 
nachgewiesen wird und keine Vermehrung des Analyten geschieht. Die bisher eingesetzten sekundaren Verstarkungsmit- 
tel sind storanfallig und verhindern letztlich eine ausreichend genaue Quantifizierung. Hohe Sensitivitat ist nur durch ra- 
dioaktive Methoden zu erreichen. Die Begleitumstande aber sind eine aufwendige Methodik und Schwierigkeiten bei der 

50 Entsorgung der radioaktiven Abfalle. 

[0011] Die PGR setzt die Kenntnis zweier kurzer, in geeignetem Abstand (100 bis 2000 Basenpaare) voneinander ent- 
femter Sequenzen fiir die Primerbindung voraus. Sie ist, neben der Kultivierung, die einzige Keimnachweismethode, bei 
der eine Vermehrung des Analyten erfolgt. Der Keimnachweis erfolgt iiber die Amplifikation der Zielsequenz (Tem- 
plate). Die PGR ist primar eine qualitative Methode. Zwischen Template- und Produktmenge besteht ein extrem nichtli- 

55 nearer, von zahlreichen, experi men tell schwer kontrollierbaren EinfluBgroBen bestimmter Zusammenhang. Daher er- 
laubt die PGR beim Bakteriennachweis nur eine ja/nein-Antwort, bestenfalls eine h alb -quantitative Abschatzung der 
Keimmengen, jedoch keine Quantifizierung. Die Kombination von hoher Sensitivitat und fehlender Quantifizierbarkeit 
fiihrt leicht zu falsch-positiven Ergebnissen, Damit ist die PGR fiir den Nachweis von Bakterien oft zu empfindlich und 
hat sich deshalb bisher in der Praxis nicht durchsetzen konnen. Die Anwesenheit von PGR-Inhibitoren (Hemmstoffen der 

60 Taq-Polymerase) in den zu untersuchenden Proben fiihrt zu einer verringerten Sensitivitat bis bin zu falsch-negativen Er- 
gebnissen. Nur hochreine DNA ist mit Sicherheit frei von PGR-Hemmstoffen . T*roben aus Medizin, Umwelt oder Bio- 
technologie enthalten oft PGR-Hemmstoffe (z. B. Blut, Eiter, Schwermetallionen). Durch Reinigungsschritte kormen 
ebenfalls Hemmstoffe der PGR in die Probe gelangen. Auch kann man nie sicher sein, das verfiigbare kommerzielle Rei- 
nigungs-Kits dieses Problem losen und alle Hemmstoffe beseitigen bzw. keine neuen hinzufiigen. Das Problem wird ein- 

65 zig von Methoden der kompetitiven PGR gelost, bei denen der Probe eine zur bakteriellen Zielsequenz homologe oder 
heterologe Kompetitor-DNA zugesetzt wird. Bei annahemd gleicher Amplifikationseffizienz kann aus dem Verhaltnis 
der Amplifikatmengen von Probe und Kompetitor auf das Verhaltnis der eingesetzten Tempi atemengen, und aus der be- 
kannten Kompetitortemplatemenge auf die Probentemplatemenge geschlossen werden. Kompetitive PGR ist damit ein 
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weniger storanfalliges und echt quantitatives Verfahren zur DNA-, und damit auch zur Bakterienbestimmung. 
[0012] Klassische qualitative und quantitative PCR-Methoden sind zeitaufwendig. Dies betrifft sowohl die DNA-Am- 
plifikation als auch den Nachweis bzw. die Quantifizierung der PCR-Produkte, die z. B. durch Agarosegelelektropho- 
rese, Ethidiumbromidanfarbung und Videodensitometrie erfolgen. Fur Bakteriennachweise und -quantifizierungen, de- 
ren Ergebnisse aus medizinischen oder, bei biotechnologischen Analysen, prozeBtechnologischen Griinden moglichst 5 
schnell vorliegen miissen, ist der Zeitbedarf von mindestens einem Arbeitstag oft unakzeptabel. 

[0013] Es existieren Verfahren der "real time"-PCR, bei denen dem PCR-Ansatz ein geeigneter Fluoreszenzfarbstoff, 
z. B. SYBR Green I, zugesetzt und die Entstehung der AmpUfikate wahrend der PGR mittels fluoreszenzoptischer Ver- 
fahren bereits wahrend der PGR verfolgt wird. Damit entfallt die der PGR nachgelagerte Analytik oder wird stark ver- 
einfacht. Im Falle des LightGycIer der Firma Roche Diagnostics ist auch die PGR deutlich schneller als auf Blockther- 10 
mocyclem, weil in Glaskapillaren amplifiziert wird, die einen schnelleren Warmeiibergang erlauben als die sonst ubli- 
chen Plastikrohrchen. 

[0014] Neben dem Nachweis iiber SYBR Green I (Wittwer et al., 1997) ist beim LightGycIer auch ein Produktnach- 
weis tiber sequenzspezifische Sonden moglich. Nach dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Eneigie-Transfers (FRET) 
ist bei Nutzung von zwei entsprechend modifizierten Oligonukleotiden, die als Hybridisierungssonden ven^^endet wer- 15 
den, eine sequenzspezifische Detektion von PGR-Produkten moglich (Wittwer et al., 1997). Bei dieser Methode binden 
die beiden Oligonukleotide nebeneinander ("head-to-tail") wahrend der Annealingphase der PGR innerhalb der amplili- 
zierten Sequenz. Die 5 -Sonde ist mit Fuorescein am 3'-Ende modifiziert, wahrend die 3-Sonde LightGycler-Red 640 am 
5'-Ende tragt. So kann ein Signal nach geeigneter Beleuchtung erhalten werden, da das Licht das Ruorophor der ersten 
Sonde (Fluorescein) anregt. Ein Teil der absorbierten Energie wird auf die zweite Sonde ubertragen. Diese Energie regt 20 
wiederum das LightGycler-Red 640 an, was danach ein messbares Lichtsignal einer langeren Wellenlange aussendet. 
Obwohl diese Methode eine sehr hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweist (Eckert et al., 2000), ist die Herstellung der 
Sonden problematisch. Es miissen fiir jedes Template spezifische Sonden entworfen und synthetisiert werden. Dies ist 
mit hohen Kosten und grol3em experimentellen Aufwand fiir das Testen und Optimieren der Sonden verbunden (Morri- 
son et al, 1998; Steuerwald et al., 1999). Oft miissen mehrere Sondenpaare getestet werden, bevor ein geeignetes Paar 25 
gefunden wird. 

[0015] Der LightGycIer ist, iibcr cine kinctischc Analyse der PGR, zur Quantifizierung von DNA gccignct. Fiir cine 
Quantifizierung von Bakterien oder zur Quantifizierung von DNA in biologischen Proben, die P(^R-Inhibitoren enthalten 
konnen, eignet sich diese Verfahren jedoch nicht, da es nicht auf kompetitiver PGR beruht, und damit gegeniiber Proben- 
verunreinigungen empfindlich ist (Rupf et al. 2001, s. o.). Kompetitive PGR auf dem LightGycIer bei kinetischer Quan- 30 
tifizierung der Produkte ist prinzipiell moglich, erfordert aber den Einsatz von zwei Paaren von Hybridisierungssonden 
und eine Optimierung der Anal^^ik hinsichtlich beider Sondenpaare. Dies ist teuer und extrem zeitaufwendig. Wohl des- 
halb wurden bisher keine quantitativen competitiven PGRs auf dem LightGycIer pubHziert. 

[0016] Die Erfindung hat das Ziel, eine einfache, schnelle und kostengiinstige Methodik anzugeben, nach der Eubak- 
terien, deren DNA oder RNA auf dem LightGycIer sicher, d. h. auch in biologischen Proben, die PGR-Inhibitoren ent- 35 
halten konnen, quantitativ bestimmt werden konnen. 

[0017] Die Aufgabe ist darin zu sehen, in Ausgangsproben vollig unterschiedlicher Herkunft, zum Beispiel in huma- 
nem Gewebe, in Blut, in Sputum, in Speichel aber auch in Lebensmitteln (z. B. Bier), Abwasser, Kompostabluft und der- 
gleichen nach eventueller Aufreinigung der Proben Eubakterien mit Hilfe der "real time"-PGR-Technologie quantitativ 
zu bestimmen. Die Bestimmung soli schnell erfolgen, Hybridisierungssonden nicht erforderlich sein. 40 
[0018] Dabei soil eine Gesamtbestinunung der Bakterien ebenso moglich sein wie der Einzelnachweis und die entspre- 
chende Bestimmung einzelner Bakterienspezies. Jedermann soli den Bakterientest durchfiihren konnen, unabhangig von 
der Pathogenitat der nachzuweisenden Erreger. 

[0019] Die Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelost, dal3 wie folgt verfahren wird. 

[0020] Von den verschiedenen methodischen Varianten der quantitativen PGR wird die kompetitive qPGR mit hetero- 45 
logem inneren Standard eils Grundlage gewahlt. Eine solche qPGR-Methode wird zur Bestimmung der Gesamtbakterien- 
zahl verwendet (Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien in ihrer Summe). Dazu werden zu hochkon- 
servierten Teilsequenzen in den 16S rRNA-Genen von Eubakterien zwei komplementare PGR- Primer (Vorwarts- und 
Riickwarts-Primer) synthetisiert. Mit diesen Primem ist ein PCR-Nachweis von Eubakterien unterschiedficher Spezies 
moglich (Rupf et al., 1999a). Dagegen werden mit Archae-Bakterien und Eukaryonten keine Amplifikate erhalten. Zur 50 
Gewinnung des heterologen Kompetitors wird eine eukaryontische DNA-Sequenz, die den 16S rDNA-Sequenzen vollig 
unahnlich ist und einen um 2-3°G vom Schmelzpunkt der Amplifikate der Eubakterien-DNA verschiedenen Schmelz- 
punkt aufweist, so in die Multikloningstelle eines geeigneten Plasmids kloniert, daB flankierend leicht die Bindungsstel- 
len fiir die zur Amplifizierung der bakteriellen DNA verwendeten Primer eingebaut werden konnen. Dies geschieht, in- 
dem vor bzw. hinter dem eukaryontischen Insert durcli Verdau mit jeweils zwei Restriktasen, die im Plasmid nur einmal 55 
schneiden, das Plasmid geoffnet wird und nacheinander jeweils ein Hybrid aus Primer und komplementarem Primer, ver- 
langert um die Basen, die die aus den Restriktionsverdauen resultierenden Baseniiberhange ausfullen und jeweils 5'-sei- 
tig phosphoryliert, gerichtet einkloniert wird. Mit Hilfe von M13-Primem, die auBerhalb der einklonierten Primerbin- 
dungsstellen binden, kann mittels PGR unter Verwendung dieser Plasmide Kompetitor-DNA hergestellt werden, die z. B. 
durch UV-Spektrometrie, quantifiziert werden kann. Die Konstruktion dieser Kompetitoren ist beispielhaft fur die Kom- 60 
petitoren fiir die Quantifizierung von Eubakterien und von vStreptococcus mutans in Abb. 1 dargestellt. 
[0021] Bei Zugabe bekannter Mengen dieses Kompetitors zu bakterienhaltigen Proben oder Proben, die Bakterien- 
DNA oder mittels reverser Ttanskriptase aus bakterieller Total- RNA erzeugte cDNA enthalten, und anschlieBender PGR 
mit dem Vorwarts- und dem Riickwarts-Primer wird ein Amplifikatgemisch erhalten, dessen Zusammensetzung aus 
PGR-Produkt von Bakterien-DNA und PGR-Produkt vom Kompetitor proportional zum Verhaltnis der Molekiile von 65 
Bakterien- DNA und Kompetitor in der Probe ist. Nach Erstellen von Eichkurven, bei denen bekannte Mengen des Kom- 
petitors gegen eine jeweils konstante, bekannte Anzahl von Bakterien-DNA oder Bakterienzellen titriert wird, kann aus 
dem fur eine unbekannte Probe ermittelten Mengenverhaltnis von Proben- und Kompetitor- Amplifikat und der bekann- 
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ten Menge zugesetzten Kompetitors die in der Probe vorhandene Anzahl von Bakterien-DNA-Molekiilen bzw. Bakte- 
rienzellen bestimmt werden. Da die DNA-Menge pro Zelle konstant ist und die mittlere Kopienzahl der 163 rDNA-Gene 
von Eubakterien bekannt ist (3,6; Klappenbach et al., 2001), eiiaubt das Ergebnis eine Emiittlung der Zellzahl auch kom- 
plexer Bakteriengemische, die in ihrer Genauigkeit von keiner bekannten Methode ubertrolfen wird. 
5 [0022] Die Bestimmung der Mengenverhaltnisse der bei der kompetitiven "real time "-PGR erhaltenen PGR-Produkte 
von Bakterien- und Kompetitor-DNA erfolgt erfindungsgemaB durch die Emiittlung der Flachenverhaltnisse der Peaks, 
die bei der der PGR folgenden Schmelzkurvenanalyse erh alien werden. Die Peakflachen werden mit der Gerateintemen 
Software des LightGyclers ermittelt, konnen nach Export der Schmelzkurvendatenliste aber auch mit jeder anderen, zur 
Integration von Flachen unter Xurven geeigneten Software (z. B. Excel Microsoft.) oder Peakfit (Jandel Scientific)) be- 

10 stimmt werden. Die Bestimmung der Mengenverhaltnisse der bei der kompetitiven "real time"-PGR erhaltenen PGR- 
Produkte aus dem Flachenverhaltniss der Schmelzkurvenpeaks ist neu, da vom Geratehersteller (Roche Diagnostics) die 
Schmelzkurvenanalyse ausschUeBlich zur qualitativen Gharakterisierung der PGR-Produkte (Ermittlung der Temperatur, 
bei dem die Schmelzkurven ihr Maximum haben = "Schmelzpunkt" der Amplifikate) empfohlen wird. Eine quantitative 
Analyse der Schmelzkurven wird von Roche Diagnostics nicht empfohlen, well nicht fiir sinnvoU erachtet. Die Ursache 

15 dafiir Hegt in dem Umstand begriindet, dal3, obgleich die Schmelzkurven aus der ersten Ableitung der Fluoreszenz gegen 
die Temperatur entstehen und dementsprechend die Peakflache eines Amplifikates zu seiner Menge proportional ist, die 
Flache des vSchmelzkurvenpeaks von PGR-Ansatz zu PGR-Ansatz auch bei bestmoglicher KontroUe der Reaktionsbedin- 
gungen nicht reproduzierbar ist. Die Erfindung geht davon aus, daB demgegeniiber in ein und demselben PGR-Ansatz 
das Verhaltnis der Menge von zwei Amplifikaten (Proben-DNA und Kompetitor-DNA) mit hinreichend unterschiedli- 

20 chem Schmelzpunkt proportional zum Verhaltnis der Peakflachen der Schmelzkurven der Amphfikate sein sollte. Das 
Verhaltnis der Peakflachen der Schmelzkurven der Amplifikate ist leicht durch Integration der Schmelzkurvenpeaks zu 
ermitteln. Um die Bakterienzahl bzw. die Menge bakterieller DNA in unbekannten Proben ermittein zu konnen ist es so- 
mit notig, Eichdaten zu gewinnen, die den Zusammenhang von Peakflachenverhaltnis der Amplifikate von Kompetitor- 
und Proben-DNA und initialem Verhaltnis der Template-DNA-Mengen von Kompetitor und Proben-DNA fiber einen 

25 weiten Bereich bekannter Proben-DNA-Mengen wiedergeben. Dazu werden bekannte Mengen bakterieller DNA mit 
Verdiinnungsreilien des eubakterienspeziflschen Kompetitors koamphfiziert und die Schmelzkurv^enpeakverhaltnisse der 
Amplifikate bestimmt. Aus den logarithmisch aufgctragencn Eichdaten (log(Kompctitor-DNA)/(Probcn-DNA) gegen 
log(Kompetitoramplifikatpeakflache/Probenamplifikatpeakflache)) wird mittels Hnearer Regression (z. B. mittels Excel 
(Microsoft) oder Sigmaplot (Jandel Scientific)) an die Gleichung 

30 

log(Kompetitor-DNA)/(Proben-DNA) = nlog(Kompetitoramplifikatpeakflache/Probenamplifikatpeakflache) - k 

[0023] (Bestimmung der Parameter n und k) eine Eichkurve erhalten. Nun kann der DNA-Gehalt unbekanntei; experi- 
mentell identisch behandelter Proben wie f olgt berechnet werden: 

35 

Molekule Proben = DNA = i^q(1°s(^°i^^"1^^°™p^'^'^°^"^^^) + ^~^^°sC^°™p^'^^'^°^^'^^ 

[0024] Die quantitative Bestimmung einzelner Bakterienspezies erfolgt mit analog en Methoden der kompetitiven 
PGR. Abweichend zum obigen Vorgehen werden dabei durch Datenbankanalyse gerade speziesspezifische Teilsequen- 
40 zen im 16S rRNA-Gen des jeweiligen Bakteriums gesucht und zwei dazu kompiementare PGR-Primer (^forwarts- und 
Riickwarts-Primer) synthetisiert. Die Spezifitat dieser Primer wird in PGR uberpruft, die PGR-Bedingungen entspre- 
chend optimiert. 

[0025] Der Schmelzpunkt des bakterienspeziesspezifischen PGR-Produktes wird so gewahlt, daB er 2-3 °G verschieden 
von dem des bereits fiir die Bestimmung der Gesamtbakterienzahl synthetisierten Kompetitors ist. Dieser kann dann 

45 nach Einklonieren der Bindungsstellen fiir die bei der speziesspezifisclien PGR verwendeten Primer als bakterienspezi- 
fischer Kompetitor verwendet werden (siehe Abb, 1). Dieses Vorgehen wird bevorzugt, da so mit geringstem Aufwand 
speziesspezifisclie Kompetitoren gewonnen werden konnen. Wenn die Schmelzpunkte von bakterienspeziesspezifl- 
schem PGR-Produkt und dem fiir die Gesamtbakterienbestimmung verwendeten heterologen Kompetitor naher als 2°G 
beieinander liegen muB ein neuer heterologer Kompetitor entworfen und synthetisiert werden, der eine andere, eukary- 

50 ontische oder prokaryontische, von der des Zielbakteriums verschiedene, DNA-Sequenz enthalt, deren Schmelzpunkt 
2-3 °G verschieden von dem des speziesspezifischen PGR-Produktes ist. Die Synthese von Plasmiden, die als Template 
fiir die Synthese des heterologen Kompetitors dienen geschieht analog zu dem fiir die Gesamtbakterienbestimmung be- 
schriebenen Verfahren mit dem Unterschied, daB die Bindungsstellen fiir die bei der speziesspezifischen PGR verwende- 
ten Primer einkloniert werden. 

55 [0026] Mit Hilfe von M13-Primern, die auBerhalb der einklonierten PrimerbindungssteLLen binden, kann mittels PGR 
unter Verwendung dieser Plasmide speziesspezifisclie Kompetitor-DNA hergestellt werden, die z. B. durch UV-Spektro- 
metrie, quantifiziert werden kann. Bei Zugabe bekannter Mengen dieses Kompetitors zu bakterienhaltigen Proben und 
anschlieBender PGR mit dem Vorwarts- und dem Riickwarts-Primer wird ein Amplifikatgemisch erhalten, dessen Zu- 
sammensetzung aus PGR-Produkt von Bakterien-DNA und PGR-Produkt vom Kompetitor proportional zum Verhaltnis 

60 der Molekiile von Bakterien-DNA und Kompetitor in der Probe ist. Nach Erstellen von Eichkurven, bei denen bekannte 
Mengen des Kompetitors gegen eine jeweils konstante, bekannte Anzahl von Zellen der jeweiligen Bakterienspezies ti- 
triert wird, kann aus dem fiir eine unbekannte Probe ermittelten Mengenverhaltois von Rroben- und Kompetitor-Ampli- 
fikat und der bekannten Menge zugesetzten Kompetitors die in der Probe vorhandene Bakterienzahl dieser Spezies be- 
stimmt werden, da die DNA-Menge pro Zelle konstant ist und die Kopienzahl der 16S rRNA-Gene fiir viele Eubakte- 

65 rienspezies exakt bekannt ist. Fiir den Fall, daB die Kopienzahl der 16S rRNA-Gene fiir die gegebene Bakterienspezies 
nicht bekannt ist, wird der Mittelwert von 3,6 angenommen Dies erlaubt eine Ermittlung der Zellzahl der Bakterienspe- 
zies, die in ihrer Genauigkeit von keiner bekannten Methode iibertroflfen wird. 

[0027] Die Bestimmung der Mengenverhaltnisse der bei der "real time"-PGR erhaltenen PGR-Produkte von Bakterien- 
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und Kompetitor-DNA erfolgt analog zu dem fiir die Gesamtbakterienbestimmung beschriebenen Verfahren durch die Er- 
mittlung der Rachenverhaltnisse der Peaks, die bei der der PGR folgenden Schmelzkurven analyse erhalten werden. Zur 
Erstellung von Eichkurven werden bekannte Mengen DNA der jeweiligen Spezies nut Verdiinnungsreihen des spezies- 
spezifischen Kompetitors koamplifiziert und die Schmelzkurvenpeakverhaltnisse der Amplifikate bestimmt. Aus den 
logarithniisch aufgetragenen Eichdaten (log(Kompetitor-DNA)/(Proben-DNA) gegen log (Kompetitoramplifikatpeak- 5 
flache/Probenamplifikatpeakflache)) werden, wie oben fur Eubakterien beschrieben, die Parameter n und k erhalten. Nun 
kann der Gehalt an Bakterien der jeweiligen Spezies, bzw. deren DNA, in unbekannten, experimentell identisch behan- 
delten Proben, ebenfalls analog zur oben beschriebenen Methode fiir Eubakterien, ermittelt werden. 
[0028] Spezies spezifische Methoden der kompetitiven "real-time'-PGR wurden bisher fiir mehrere zahn- und zahn- 
betterkrankungsrelevante pathogene Bakterien entwickelt. Sie eignen sich jedoch prinzipiell zur Quantifizierung aller 10 
Eubakterien, fiir die 16S rRNA-Gensequenzen bekannt sind. 

[0029] Im folgenden wird das erfindungsgemaI3e Verfahren in Ausfuhrungsbeispielen erlautert. 

1. Verfahren zur quantitativen Bestinunung von Eubakterien in ihrer Summe 

15 

Vorwai-tsprimer (Eubactfo): AGTAGGTGGGAGGAGGG 
Ruckwarlsprinier (Eubacire): GGACTAGCAGGGTATGTAATGG 
Oligonukleotid 1: AATTAGTAGGTGGGAGGAGGGGTAG 
Oligonukleotid 2: GGGTGGTGGGAGGTAGT 

Oligonukleotid 3: AGCTGGAGTAGGAGGGTATGTAATGCTGGA 20 
Oligonukleotid 4: GGAITAGATAGGGTGGTAGTGG 
M13-Vorwartsprimer (M13fo): GTAAAAGGAGGGGGAGT 
M13-Ruckwartsprimer (M13re): AAGAGGTATGAGGATGA 



1.1. Synthese des heterologen Kompetitors 25 

[0030] Zur Hcrstcllung des heterologen Kompetitors muB cine DNA ausgcwahlt werden, die cincn deutlich (um 
2-3 ^C") anderen Schmelzpunkt als die PC^R-Produkte der Ziel-DNAs der Bakterien besitzt. Um diesen Kompetitor pro- 
blemlos auch fiir die Quantifizierung anderer Prokaryonten einsetzen zu konnen, bietet es sich an, eine eukaryontische 
DNA-Sequenz zu wahlen. Ein cDNA-Fragment der Menschenleber-Fruktose-l,6-bisphosphatase cDNA (228 Bp), das 30 
in dem Vektor pGEM-T (Promega) kloniert vorliegt (Plasmid pHmfbp), wird fiir diesen Zweck verwendet. Um diese 
DNA als Template fiir die S5'nthese des Kompetitors benutzen zu konnen, miissen zunachst die Sequenzen der Primer, 
die zur Amplifizierung der bakteriellen Ziel-DNAs dienen, an 5'- und 3 -seitig des Menschenleber-FBPase-cDNA-Frag- 
ments in den Vektor gerichtet eingebaut werden. Um die Bindungsstelle des Vorwartsprimers einzubauen wird das Plas- 
mid mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Kpnl geschnitten und dephosphoryliert, wahrend zwei Oligonucleotide, 35 
von denen eines dem Vorwartsprimer entspricht, der 5'-seitig um die durch EcoRI und 3 '-seitig um die durch Kpnl er- 
zeugten 4-Basen-Uberhange verlangert wurde (Oligonukleotidl), das andere zum Vorwartsprimer komplementar ist 
(01igonukleotid2), phosphoryliert und hybridisiert werden. Es folgt eine Ligation des linearisierten Plasmids mit dem 
Oligonucleotidhybrid unter Verwendung von T4-DNA-Ligase. Die Bindungsstelle des Ruckwartsprimers wird nach dem 
Verdau des zuvor erhaltenen Plasmids mit PsH und Hind in mittels der gleichen Methode eingebaut (Oligonukleotide 3 40 
und 4). Mit M13-Vorwarts- und -Ruckwartsprimer wird im Blockthermocycler eine PGR unter Verwendung des so ge- 
wonnenen Plasmids pLGGEubact, dessen Sequenz vorher mittels DNA-Sequenzierung iiberpruft wurde, als Template 
durchgefuhrt. Die Kloniemngsstrategie ist in Abb, 1, linker Teil, dargestellt. 
[0031] Reaktionsbedingungen: 

Ansatzvolumen: 50 jul 45 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 |iMol/Ansatz 
Puffer: 5 jjl 10 X Taq-Puffer 

Template: 1 ng pLGGEubact 50 
Taq-Polymerase: 1.25 U AmpU-Taq Gold (Applied Biosystems) 
Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil: initiale Denaturierung: 10 min 95 DG 

Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95 □ G 55 
Annealing: 1 min. 55 ^G 
Extension: 1 min 72 nG 
Anzahl: 35 

Final Extension: 10 min 72 □ G 

[0032] Nach Reinigung mittels PGR-Purification-Kit (Qiagen) und analytischer Agarosegelelektrophorese mit Ethidi- 60 
umbromidanf^rbung und Durchlichtfluoreszenzkontrolle der Homogenitat und des Molekulatgewichtes des PGR-Pro- 
duktes wird die DNA-Konzentration des Kompetitors durch Absorptionsmessung bei 260 nm ermittelt. 



1.2. Synthese der Standard-Proben-DNA 

65 

[0033] Zur Herstellung der Standard-Proben-DNA wird mit Hilfe von Vorwarts- und Ruckwartsprimer und unter Ver- 
wendung von Escherichia coli-DNA im Blockthermocycler eine PGR durchgefuhrt. 
[0034] Reaktionsbedingungen: 
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Ansatzvolumen: 50 |il 
Primerkonzentration: je 40 |imol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 juMol/Ansatz 
5 Puffer: 5 jil 10 X Taq-Puffer 
Template: 1 ng E. coli DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosystems) 
Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil: initiale Denaturierung: lOmin 95 DC 
10 Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95 □ C 
Annealing und Extension: 1 min 66 DC 
Anzahl: 35 

Final Extension: 10 min 66 □ C 
15 [0035] Das PCR-Produkt wird in pGEM-T (Promega) kloniert. Mit M13-Vorwarts- und -Ruckwartsprimer wird im 
Blockthemiocycler eine PGR unter Verwendung des so gewonnenen Plasmids pEubact, dessen Sequenz vorher mittels 
DNA-Sequenzierung Qberprufl wurde, als Teniplate durchgefuhrl. 

Reaktionsbedingungen: wie unter 1.1 

20 

[0036J Nach Reinigung mittels PGR-Purification-Kit (Qiagen) und analytischer Agarosegelelektrophorese mit Ethidi- 
umbromidan&bung und DurchlichtfluoreszenzkontroUe der Homogenitat und des Molekulargewichtes des PGR-Pro- 
duktes wird die DNA-Konzentration der Standard-Proben-DNA durch Absorptionsmessung bei 260 nm ermittelt. 

25 1.3. Ermittlung einer Eichkurve 

[0037] Um Eichkurvcn zu crhaltcn wcrdcn im LightGyclcr Scricn von PGRs unter Vcrv^^cndung von Vorwarts- und 
Ruckwartsprimer durchgefuhrl, bei denen jeweils bekannte Mengen Standard-Proben-DNA mit unterschiedlichen be- 
kannten Mengen des Kompetitors in Gegenwart von SYBR Green I koamplifiziert werden. 
30 [0038] Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvolumen: 20 |il 
Primerkonzentration: je 0,5 |uM 

LightGycler DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics): 2 |il 
Magnesiumchlorid: 6 mM 
35 Template: Kompetitor- und Standard- Proben DNA unterschiedliche, bekannte 
Mengen: 2—4 |il 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq (Applied Biosystems) 

Thermocycler: LightGycler (Roche Diagnostics) 

Temperaturprofil: initiale Denaturierung: 0 Sek. 94 □ G 
40 Zyklen: 

Denaturierung: 0 Sek. 94 DG 

Annealing: 10 Sek. 55°G 

Extension: 20 Sek. 72 DG 

Temperature transition: 20°G/Sek. 
45 Anzahl: 45 

1 .4. Analyse der PGR-Produkte 

[0039] Die Schmelzkur\'enanalyse erfolgt mittels kontinuierlicher Fluoreszenzmessung zwischen 65 und 94^G bei ei- 
50 ner Transitionsrate von 0, 1 °G/S ekunde . Die S chmelzkurvenmaxima dienen der Identifizierung der Peaks der Amplifikate 
von Kompetitor (85,5°G) und Standard-Proben-DNA (88,5°G). Die Integration der Schmelzkurvenpeaks erfolgt mit 
Hilfe der LightGycler-Sofitware. 

[0040] Die Rachen der Peaks der Amplifikate von Kompetitor und Standard-Proben-DNA werden durcheinander di- 
vidiert. 

55 

1 .5. Erstellen der Eichkurven 

[0041] Logarithmische Auftragung der Eichdaten (log(Kompetitor-DNA)/(Proben-DNA) gegen log(Kompetitoram- 
phfikatpeakflache/ProbenampUfikatpeakfiache)). Ein Beispiel ist in Abb, 2 gezeigt. Mittels Hnearer Regression an die 
60 Gleichung 

log(Kompetitor-DNA)/(Proben-DNA) = nlog(Kompetitoramplifikatpeakf[ache/Probenamplifikatpeakflache) - k 
erfolgte die Bestimmung der Parameter n und k, die zur Ermittlung der Eichgerade dienten. 

65 

1.6. Quantitative Bestimmung von Eubakterien 
wie unter 1.3, aber anstelle der Standard-Proben-DNA 2 /il bakterienhaltige Probe. 
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[0042] Analyse der PCR-Produkte wie unter 1 .4. 

[0043] Ermittlung des Quotienten der Rachen der Schmelzkurv^enpeaks der Amplifikate von Kompetitor und Bakte- 
rien-DNA nach Koamplifikation der Probe mit mehreren bekannten Kompetitormengen analog zu 1.5, jedoch unter \fer- 
wendung der Probe anstelle der Standard-Proben-DNA. 

[0044] Ermittlung der Bakterien-DNA-Menge der Probe aus 5 

Molekule Bakterien-DNA = lQ(^°S(Molckulc Kompctitor-DNA) + k - nlogCKompctitoramplifikatpcakfla chc/Probcnamplifikatpcakflachc) 

[0045] Bildung des Mittelwertes aller auswertbaren (innerhalb der Hichkurve liegenden) Hinzslergebnisse. 

[0046] Ermittlung der Gesamtbakterienzahl durch Division des Eigebnisses durch 3,6 (mittlere Kopienzahl der 16S 10 

rRNA-Gene derEubakterien). 

[0047] Beispiel: Mit der zum Patent angemeldeten kompetitiven "real time"-PCR-Methodik wurde in Suspensionen 
zweier humaner Stuhlproben der totale Bakteriengehalt zu 2.4 X 10^ und 0.7 x 10^ Zellen/ml bestimmt. Mittels konven- 
tioneller konipetitiver PGR (nach Rupf et al., 1999a) wurden 3.4 X 10^ and 1 X 10^ Zellen/ml gefunden. Die Ubereinstim- 
mung der Ergebnisse ist befriedigend. 15 

2. Verfahren zur quantiLaLiven Bestiiiuuung von Eubakterien einer Spezies am Beispiel der BesliiimiungsmeLhode fur 

Streptococcus mutans 

Vorwartsprimer (Strmufo): GGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTA 20 
Ruckwartsprimer (Strmure): GCGTrAGCTCCGGCACTAAGCC 
Oligonukleotid 1: AATTGGTCAGGAAAGTCTGGAGTAAAAGGCTAGTAC 

Oligonukleotid 2: TAGCCTTTTACTCCAGACTTTCCTGACC 
Oligonukleotid 3: AGCTGCGTTAGCTCCGGCACTAAGCCTGCA 

Oligonukleotid 4: GGCTTAGTGCCGGAGCTAACG 25 
M13-Vorwartsprimer (M13fo): GTAAAACGACGGCCAGT 
M13-Ruckwartsprimcr (M13rc): AACAGCTATGACCATGA 



2.1. Synthese des heterologen Kompetitors 



Reaktionsbedingungen: wie unter 1.3 
[0054] Abb, 3 zeigt beispielhaft die Schmelzkurven, die bei Koamplifikation gleicher Molekiilzahlen (itf) von fur S. 



30 



[0048] Zur Herstellung des heterologen Kompetitors werden in das Plasmid pHmfbp (siehe 1.1.) die Bindungsstellen 
der S. mutans-spezifischen Vorwarts- und Ruckwartsprimer eingebaut. Dabei wird wie unter 1.1. beschrieben vorgegan- 
gen. Es entsteht das Plasmid pLCCStrmu, dessen Sequenz mittels DNA-Sequenzierung uberpriift wurde. Mit M13-^for- 
warts- und Ruckwartsprimer und pLCCStrmu als Template wird eine PGR durchgefiihrt. Die Konstruktion des S. mu- 
tans-spezifischen Kompetitors ist in Abb. 1, rechter Teil, dargestellt. 35 

Reaktionsbedingungen: wie unter 1.1 

[0049] Nach Reinigung mittels PCR-Purification-Kit (Qiagen) und analytischer Agarosegelelektrophorese mit Ethidi- 
umbromidanfarbung und Durchfichtfluoreszenzkontroile der Homogenitat und des Moiekulargewichtes des PCR-Pro- 40 
duktes wird die DNA-Konzentration des Kompetitors durch Absorptionsmessung bei 260 nm ermittelt. 

2.2. Synthese der Standard-Proben-DNA 

[0050] Zur Herstellung der Standard-Proben-DNA wird mit Hilfe von Vorwarts- und Ruckwartsprimer und unter Ver- 45 
wendung von S. mutans-DNA im Blockthermocycler eine PCR durchgefiihrt. 

Reaktionsbedingungen: wie unter 1.2 

[0051] Das PCR-Produkt wird in pGEM-T (Promega) kloniert. Mit M13-Vorwarts- und -Riickwartsprimer wird im 50 
Blockthermocycler eine PCR unter Verwendung des so gewonnenen Plasmids pStrmu, dessen Sequenz vorher mittels 
DNA-Sequenzierung iiberpriift wurde, als Template durchgefiihrt. 



55 



Reaktionsbedingungen: wie unter 1.1 

[0052] Nach Reinigung mittels PCR-Purification-Kit (Qiagen) und analytischer Agarosegelelektrophorese mit Ethidi- 
umbromidanfarbung und DurchlichtfluoreszenzkontroUe der Homogenitat und des Moiekulargewichtes des PCR-Pro- 
duktes wird die DNA-Konzentration der Standard-Proben-DNA durch Absorptionsmessung bei 260 nm ermittelt. 

2.3. Ermittlung einer Eichkurve 60 

[0053] Um Eichkurven zu erhalten werden im LightCycler Serien von PCRs unter Verwendung von Vorwarts- und 
Ruckwartsprimer durchgefiihrt, bei denen jeweils bekannte Mengen Standard-Proben-DNA mit unterschiedlichen be- 
kannten Mengen des Kompetitors in Gegenwart von SYBR-Green I koamplifiziert werden. 



65 
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mutans-spezifischem Kompetitor und Standard-Proben-DNA erhalten wurden. 

[0055] Es ist mit bloBem Auge zu erkennen (und wird durch Integration bestatigt), daJ3 die Amplifikate von Kompetitor 
und Standard-Proben-DNA Peaks etwa gleicher Flachen liefem. 

5 2.4. Analyse der PCR-Produkte 

[0056] Die Schmelzkur\'enanalyse erfolgt mittels kontinuierlicher Fluoreszenzmessung zwischen 65 und 94''C bei ei- 
ner Transitionsrate von 0,1°C/Sekunde. Die Schmelzkurvenmaxima dienen der Identifizierung der Peaks der Amplifikate 
von Kompetitor (85,5°C) und Standard-Proben-DNA (89,5°C). Die Integration der vSchmelzkurvenpeaks erfolgt mit 
10 Hilfe der LightCycler-Software. 

[0057] Die Rachen der Peaks der Amplifikate von Kompetitor und Standard-Proben-DNA werden durcheinander di- 
vidiert. 

2.5. Erstellen der Eichkurven 

15 

[0058] Logarithmische Auftragung der Eichdaten (log(Kompetitor-DNA)/(Proben-DNA) gegen log (Kompetitor am- 
plilikalpeakflache/Probenamplifikatpeakflache)). Ein Beispiel ist in Abb, 4 gezeigt. Mittels Hnearer Regression an die 
Gleichung 

20 log(Kompetitor-DNA)/(Proben-DNA) = nlog(Kompetitoramplifikatpeakflache/Probenamplifikatpeakflache) - k 
erfolgte die Bestimmung der Parameter n und k, die zur Ermittlung der Eichgerade dienten. 

2.6. Quantitative Bestiimiiung von Eubakterien 

25 

wie unter 2.3, aber anstelle der Standard-Proben-DNA 2 /il S. mutans-haltige Probe. 

Analyse der P(]R-Produkte wie unter 2.4 

30 [0059] Ermittlung des Quotienten der Flachen der Schmelzkurv^enpeaks der Amplifikate von Kompetitor und Bakte- 
rien-DNA nach Koamplifikation der Probe mit mehreren bekannten Kompetitormengen analog zu 2.5, jedoch unter \Qr- 
wendung der Probe anstelle der Standard-Proben-DNA. 
[0060] Ermittlung der S. mutans-DNA-Menge der Probe aus 

35 IVlolekule S niUtanS-DNA ~ ^Q(logiTVIolekQleKoiiipeLiLor-DNA)+k-rilog(KompeliLorarnplifltaLpeaifla 

[0061] Bildung des Mittelwertes aller auswertbaren (innerhalb der Eichkurve liegenden) Einzelei*gebnisse. 

[0062] Ermittlung der S . mutans-ZeUzahl durch Division des Eigebnisses durch 5 (Kopienzahl der 16S rRNA-Gene in 

S. mutans). 

40 [0063] Beispiel: Tabelle 1 faJ3t die Ergebnisse der vergleichenden Quantifizierung von S. mutans Zellen in zwei ver- 
schiedenen Russigkulturen und drei verschiedenen humanen Speichelproben zusammen. Die Quantifizierung erfolgte 
mittels konventioneller kompetitiver S. mutans-spezifischer PGR (Rupf et al., 1999b), konventionelle "real time"-PGR 
mit kinetischer Analyse (ohne Kompetitor) und kompetitiver "real time "-PGR. Es ist zu erkennen, daB im Falle reinkul- 
tivierter Zellen alle drei Methoden gut iiberreinstimmende Ergebnisse liefem, wahrend im Falle der Speichelproben nur 

45 die kompetitiven Metlioden anwendbar sind, wahrend die konventionelle "real time"-PGR versagt, wahrscheinlich we- 
gen im Speichel vorhandener PGR-Inhibitoren. Die kompetitive "real time"-PGR ist dabei wesentlich schneller (Gesamt- 
zeitbedarf 2,5 Std.) als die konventionelle kompetitive PGR (Gesamtzeitbedarf 8 Stunden). 

3. Weitere Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien einer Spezies 

50 

[0064] Analog zu dem unter 2. beschriebenen Verfahren wurden speziesspezifische Verfahren der Quantifizierung von 

DNA bzw. Zellen mittels kompetitiver "real time"-PGR fur 

Streptococcus sobrinus 

Actinob acillus actinomycetemcomitans 
55 Porphyromonas gingivalis 

Prevotella intermedia 

Eikenella corrodens 

Fusobacterium nucleatum 

Bacteroides forsythus 
60 und 

Treponema denticola 

entwickelt. 
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TabeUe 1 



Quantifizierung von S. mutans mit Hilfe konventioneller kompetitiver PGR, konventioneller "real-time" -PGR (kineti- 

sche Analyse, ohne Kompetitor) und kompetitiver "real time" PGR; 3fache Bestimmung ± Standardabweichung 
. 5 



Probe 


S. mutans Zellen/ml 


konventionelle 
kompetitive PCR 


konventionelle "real 
time"-PCR mit kinetischer 
Analyse 


kompetitive "real 
time"-PCR 


FIQssigkultur (1 ) 


I.Ox 1(r ±1.1 xlO 


1.4 X 10 ±2 X 10 


0.8 x 10 ±2 X 10 


[^]i"ieeinl^i ilfi ir f'~)\ 

r iUooiyrvuilur [^) 


1.0x10^+1.3x10^ 


0.9x10^12x10^* 


1.3x10^ ±4x10" 


Speichel (1) 


1.2x10^11.4x10^ 


2.1 X 10^ ±2x10^ 


I.Ox 10^± 3.5 x10^ 


Speichel (2) 


2.3x10^ + 3x10^ 


1.4x10^ ±8x10^ 


1.7x10^17x10^ 


Speichel (3) 


2.2x10^ ±1.7 x10= 


1.2x10^±1 xlO^ 


1.4x10^15x10^ 



30 

Legende zu den Abbildungen 



Abb. 1 

[0065] Klonierungsstrategie zur Herstellung der heterologen Kompetitoren fiir die kompetitive "real time" -PGR. Eu- 35 
bactfo, Eubactre, Strmufo, Strmure: PGR-Primer (siehe Text); pHmfbp: Fragment der cDNA der Fruktose-1,6- 
bisphosphatase des menschlichen Muskels, kloniert in pGEM-T (Promega); fbp: 228 Bp-Fragment der cDNA der Mus- 
kel-Fmktose- 1 ,6-bisphosphatase . 

Abb. 2 40 

[0066] Eichkurven der kompetitiven "real time" PGR zur Quantifizierung von Eubakterien in ihrer Summe. \ferschie- 

dene bekannte Mengen Proben-DNA wurden mit seriellen Verdiinnungen der Kompetitor-DNA (heterologer, eubakte- 
rienspezifischer Kompetitor, siehe 1.1.) im LightGycler koamplifiziert. Logarithmisch sind das initiale Verhaltnis von 
Kompetitor- zu Proben-DNA gegen das Verhaltnis der Peakflachen der Amplifikate von Kompetitor und Probe aufgetra- 45 
gen. Mittels linearer Regression wurden die Parameter der unter 1.5. angegebenen Gleichung bestimmt: n = 4,1, k = 
-1,54. 

Abb, 3 

50 

[0067] Schmelzkurven nach Koamplifikation gleicher molarer Mengen von Proben- und Kompetitor-DNA. 10'* Mole- 
kiile S. mutans- spezifischer Kompetitor und S. mutans- Wildtyp 16S DNA wurden im LightGycler koamplifiziert. 
Schmelzkurvenpeaks des Probenamplifikates (A), des Kompetitoramplifikates (B) und von Primerdimeren in der Nega- 
tivkontrolle (ohne Template) (C). 

55 

Abb. 4 

[0068] Eichkurven der kompetitiven "real time" PGR zur Quantifizierung von S. mutans in ihrer Summe. Verschiedene 
bekannte Mengen Proben-DNA wurden mit seriellen Verdiinnungen der Kompetitor-DNA (heterologer, S. mutans- spe- 
zifischer 111 Kompetitor, siehe 2. 1 .) im LightGycler koamplifiziert. Logarithmisch sind das initiale Verhaltnis von Kom- 60 
petitor- zu Proben-DNA gegen das Verhaltnis der Peakflachen der Amplifikate von Kompetitor und Probe aufgetragen. 
Mittels linearer Regression wurden die Parameter der unter 2.5. angegebenen Gleichung bestimmt: n = 2,6, k = -0,55. 
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Patentanspriiche 

15 

1. Verfaliren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien in biologischen Proben mittels kompetitiver PCR un- 
ter Verwendung von Vorwiirts- und RLickwaris-Primern, die an in Eubaklerien-DNA vorkoimnende Teilsequenzen 
binden, und fur die PCR erforderlichen Hilfs- und Nebenstoffen, einschlieBlich eines interkalierenden Fluoreszenz- 
farbstoffs, dadurch gekennzeichnet, daB 

20 die Kompetitor-DNA in einer vorangegangenen PCR-Reaktion unter Verwendung von M13 Vorwarts- und Riick- 

wartsprimer und einem Template, das in einem Plasmid eine eukaryontische Basensequenz, deren Schmelztempe- 
ratur um 2-3 °C von der des Amplifikates der Eubakterien-DNA verschieden ist, enthalt, die von den Bindungsstel- 
len des Vorwarts- und Riickwartsprimers flankiert wird, erzeugt wird, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe wiederholt einem Temperaturregime unterworfen wird 
25 und das Mengenverhaltnis der Amplifikate von Probe und Kompetitor aus dem Verhaltnis der mittels Integration er- 

haltenen Peakflachen der Schmelzkurven ermittelt wird, 

und anschlicBcnd aus Eichkurvcn, die nach dcm obcn bcschricbcncn Vcrfahrcn crhaltcn wurdcn, indcm bckanntc 
Mengen der Proben-DNA mit verschiedenen, bekannten Mengen des Kompetitors koamplifiziert wurden, und der 
Logarithmus des Peakflachenverhaltnisses von Probe und Kompetitor gegen den Logarithmus des Molekiilzahlver- 
30 haltnisses von Probe und Kompetitor aufgetragen wurde, aus dem Verhaltnis der beiden Produktkonzentrationen 

und der bekannten Molekiilzahl des zum PCR- Ansatz zugegebenen Kompetitors die DNA-Molekiilzahl der Probe, 
und daraus unter Beriicksichtigung der Anzahl der Proben-DNA-Kopien je Bakterienzelle die Anzahl der Bakte- 
rienzellen ermittelt wird. 

2. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien in ihrer Summe in biologischen Proben mittels kom- 
35 petitiver PCR unter Verwendung von Vorwarts- und Riickwarts-Primem, die an in Eubakterien-DNA hochkonser- 

vierte Teilsequenzen der 16S rDNA binden, und fiir die PCR erforderlichen Hilfs- und Nebenstoffen, einschlieBlich 
eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoflfs, nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB 
die Kompetitor-DNA in einer vorangegangenen PCR-Reaktion unter Verwendung von M13 Vorwarts- und Riick- 
wartsprimer und einem Template, das in einem Plasmid eine eukaryontische Basensequenz, deren Schmelztempe- 
40 ratur um 2-3 °C von der des Ampfifikates der Eubakterien-DNA verschieden ist, enthalt, die von den Bindungsstel- 

len des Vorwarts- und Riickwartsprimers flankiert wird, erzeugt wird, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe wiederholt einem Temperaturregime unterworfen wird 

und das Mengenverhaltnis der Amplifikate von Probe und Kompetitor aus dem Verhaltnis der mittels Integration er- 

haltenen Peakflachen der Schmelzkurven ermittelt wird, 

45 und anschlieBend aus Eichkurven, die nach dem oben beschriebenen Verfahren erhalten wurden, indem bekannte 

Mengen eines mit Hilfe von Vorwarts- und Ruclcwartsprimer und mit E. coli DNA als Template erhaltenen Ampli- 
fikates mit verschiedenen, bekannten Mengen des Kompetitors koamplifiziert wurden, und der Logarithmus des Pe- 
akflachenverhaltnisses von Probe und Kompetitor gegen den Logarithmus des Molekulzahlverhaltnisses von Probe 
und Kompetitor aufgetragen wurde, aus dem Verhaltnis der beiden Produktkonzentrationen und der bekannten Mo- 

50 lekiilzahl des zum PCR- Ansatz zugegebenen Kompetitors die DNA-Molekulzahl der Probe, und daraus unter Be- 

riicksichtigung der mittieren Anzahl der 16S rDNA-Kopien je Bakterienzelle (3, 6) die Anzahl der Bakterienzellen 
ermittelt wird. 

3. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien einer Spezies in biologischen Proben mittels kompe- 
titiver PCR unter Verwendung von Von\^arts- und Riickwarts-Primem, die an fiir diese Spezies spezifische Teilse- 

55 quenzen im 16S rRNA-Gen binden, und fur die PCR erforderlichen Hilfs- und Nebenstoffen, einschlieBlich eines 

interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, nach Anspruch 1 dadurcli gekennzeichnet, daB 

die Kompetitor-DNA in einer vorangegangenen PCR-Reaktion unter Verwendung von M13 Vorwarts- und Ruck- 
wartsprimer und einem Template, das in einem Plasmid eine eukaryontische Basensequenz, deren Schmelztempe- 
ratur um 2-3°C von der des Amplifikates der DNA dieser Spezies verschieden ist, enthalt, die von den Bindungs- 
60 stellen des Vorwarts- und Riickwartsprimers flankiert wird, erzeugt wird, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe wiederhoh. einem Temperaturregime unterworfen wird 
und das Mengenverhaltnis der Amplifikate von Probe und Kompetitor aus dem Verhaltnis der mittels Integration er- 
haltenen Peakflachen der Schmelzkurven ermittelt wird, 

und anschlieBend aus Eichkurven, die nach dem oben beschriebenen Verfahren erhalten wurden, indem bekannte 

65 Mengen eines mit Hilfe von Vonvarts- und Riickwartsprimer und mit genomischer DNA der Bakterien spezies als 

Template erhaltenen Ampfifikates mit verschiedenen, bekannten Mengen des Kompetitors koamplifiziert wurden, 
und der Logarithmus des Peakflachenverhaltnisses von Probe und Kompetitor gegen den Logarithmus des Molekul- 
zahlverhaltnisses von Probe und Kompetitor aufgetragen wurde, aus dem Verhaltnis der beiden Produktkonzentra- 
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tionen und der bekannten Molekulzahl des zum PCR-Ansatz zugegebenen Kompetitors die DNA-Molekiilzahl der 
Probe, und daraus unter Beriicksichtigung der Anzahl der 16S rDNA-Kopien je Bakterienzelle dieser Spezies (falls 
unbekannt unter Annalime der mittleren Anzalil von 16S rDNA-Kopien in Eubakterien = 3, 6) die Anzahl der Bak- 

terienzellen eniiittelt. wird. 

4. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Streptococcus iiiutans in biologischen Proben niittels kompetitiver 5 
PGR unter Verwendung von Von\^arts- und Riickwarts-Primem, die an fur Streptococcus mutans spezifische Teilse- 
quenzen im 16S rRNA-Gen binden, und fur die PGR erforderlichen Hilfs- und Nebenstoffen, einschlieBlich eines 
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, dadurch gekennzeichnet, daB 

die KoTTipetitor-DNA in einer vorangegangenen PCR-Reaktion unter Verwendung von Ml 3 Vorwarts- und Riick- 
wartsprimer und einem Template, das in einem Plasmid eine eukaryontische Basensequenz, deren Schmelztempe- 10 
ratur um 3°G niedriger als die des Amplifikates der Streptococcus mutans-DNA ist, enthalt, die von den Bindungs- 
stellen des Vorwarts- und Ruckwartsprimers flankiert wird, erzeugt wird, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 45 mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: initiale 
Denaturierung: 0 Sek. 94°G, Denaturierung: 0 Sek. 94°G, AnneaHng: 10 Sek. SS'^G, Extension: 20 Sek. 72°C, Fluo- 
reszenzmessung bei 72°G, Schmelzkurvenanalyse zwischen 65 und 94°G, Transitionsrate 0,1°G/Sek. 15 
und das Mengenverhaltnis der Ainplifikate von Probe und Kompetitor aus dem Verhaltnis der mittels Integration er- 
haltenen Peakflachen der Schinelzkurven eniiitteU wird, 

und anschlieBend aus Eichkurven, die nach dem oben beschriebenen Verfahren erhalten wurden, indem bekannte 
Mengen eines mit Hilfe von Vorwarts- und Ruckwartsprimer und mit genomischer DNA aus Streptococcus mutans 
als Template erhaltenen Amplifikates mit verschiedenen, bekannten Mengen des Kompetitors koamplifiziert wur- 20 
den, und der Logarithmus des Peakflachen verhaltnisses von Probe und Kompetitor gegen den Logarithmus des Mo- 
lekiilzahlverhaltnisses von Probe und Kompetitor aufgetragen wurde, aus dem Verhaltnis der beiden Produktkon- 
zentrationen und der bekannten Molekulzahl des zum PGR- Ansatz zugegebenen Kompetitors die DNA-Molekiil- 
zahl der Probe, und daraus unter Beriicksichtigung der Anzahl von 5 16S rDNA-Kopien je Streptococus mutans- 
Zelle die Anzahl der Streptococcus mutans-ZeUen ermittelt wird. 25 

5. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Actinobacillus actinomycetemcomitans in biologischen Proben 
mittels kompetitiver PGR unter Verwendung von Vorwarts- und Riickwarts-Primcm, die an fur Actinobacillus acti- 
nomycetemcomitans spezifische Teilsequenzen im 16S rRNA-(jen binden, und fiir die P(]R erforderHchen Hilfs- 
und Nebenstoffen, einschlieBlich eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, dadurch gekennzeichnet, daB 

die Kompetitor-DNA in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Verwendung von M13 Vorwarts- und Riick- 30 
wartsprimer und einem Template, das in einem Plasmid eine eukaryontische Basensequenz, deren Schmelztempe- 
ratur um 3°G niedriger als die des Amplifikates der Actinobacillus actinomycetemcomitans-DNA ist, enthalt, die 
von den Bindungsstellen des Von\'arts- und Ruckwartsprimers flankiert wird, erzeugt wird, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 45 mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: initiale 
Denaturierung: 0 Sek. 94°G, Denaturierung: 0 Sek. 94°G, AnneaHng: 10 Sek. 55°G, Extension: 20 Sek. 72°G, FIuo- 35 
reszenzmessung bei 72"G, Schmelzkurvenanalyse zwischen 65 und 94"G, Transitionsrate 0,1"G/Sek. 
und das Mengenverhaltnis der Amplifikate von Probe und Kompetitor aus dem Verhaltnis der mittels Integration er- 
haltenen Peakflachen der Schmelzkurven ermittelt wird, 

und anschlieBend aus Eichkurven, die nach dem oben beschriebenen Verfahren erhalten wurden, indem bekannte 
Mengen eines mit Hilfe von Vorwarts- und Ruckwartsprimer und mit genomischer DNA aus Actinobacillus actino- 40 
mycetemcomitans als Template erhaltenen Amplifikates mit verschiedenen, bekannten Mengen des Kompetitors 
koamplifiziert wurden, und der Logarithmus des Peakflachenverhaltnisses von Probe und Kompetitor gegen den 
Logarithmus des Molekulzahlverhaltnisses von Probe und Kompetitor aufgetragen wurde, aus dem Verhaltnis der 
beiden Produktkonzentrationen und der bekannten Molekulzahl des zum PGR-Ansatz zugegebenen Kompetitors 
die DNA-Molekiilzahl der Probe, und daraus unter Beriicksichtigung der Anzahl von 5,7 1 6S rDNA-Kopien je Ac- 45 
tinobacillus actinomycetemcomitans-Zelle die Anzahl der Actinobacillus actinomycetemcomitans-Zellen ermittelt 
wird. 

6. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Porphyromonas gingivalis in biologischen Proben mittels kompe- 
titiver PGR unter Verwendung von Vorwarts- und Riickwarts-Primem, die an fiir Porphyromonas gingivaHs spezi- 
fische Teilsequenzen im 16S rRNA-Gen binden, und fiir die PGR erforderlichen Hilfs- und Nebenstofl^en, ein- 50 
schHeBlich eines interkafierenden Fluoreszenzfarbstoffs, dadurch gekennzeichnet, daB 

die Kompetitor-DNA in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Verwendung von M13 Vorwarts- und Ruck- 
wartsprimer und einem Template, das in einem Plasmid eine eukaryontische Basensequenz, deren Schmelztempe- 
ratur um 3"G niedriger als die des Amplifikates der Porphyromonas gingivalis-DNA ist, enthalt, die von den Bin- 
dungsstellen des Vorwarts- und Riickwartsprimers flankiert wird, erzeugt wird, 55 
der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 45 mal folgendem Temperatun-egime unterworfen wird: initiale 
Denaturierung: 0 Sek. 94°G, Denaturierung: 0 Sek. 94°G, AnneaHng: 10 Sek. 55''G, Extension: 20 Sek. 72°G, Fluo- 
reszenzmessung bei 72°G, Schmelzkurvenanalyse zwischen 65 und 94°G, Transitionsrate 0,1°G/Sek. 
und das Mengenverhaltnis der Ampfifikate von Probe und Kompetitor aus dem Verhaltnis der mittels Integration er- 
haltenen Peakflachen der Schmelzkurven ermittelt wird, 60 
und anschlieBend aus Eichkurven, die nach dem oben beschriebenen Verfahren erhalten wurden, indem bekannte 
Mengen eines mit Hilfe von Vorwarts- und Ruckwartsprimer und mit genomischer DNA aus Porphyromonas gin- 
givalis als Template erhaltenen AmpHfikates mit verschiedenen, bekannten Mengen des Kompetitors koamplifiziert 
wurden, und der Logarithmus des Peakflachenverhaltnisses von Probe und Kompetitor gegen den Logarithmus des 
Molekulzahlverhaltnisses von Probe und Kompetitors aufgetragen wurde, aus dem Verhaltnis der beiden Produkt- 65 
konzentrationen und der bekannten Molekiilzahl des zum PGR-Ansatz zugegebenen Kompetitors die DNA-Mole- 
kiilzahl der Probe, und daraus unter Beriicksichtigung der Anzahl von 5,3 16S rDNA-Kopien je Porphyromonas 
gingivaUs-Zelle die Anzahl der Porphyromonas gingivalis-Zellen ermittelt wird. 
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7. Verfahren zur quantitative!! Bestimmung von Prevotella intermedia in biologischen Proben mittels kompetitiver 
PGR unter Verwendung von Vorwarts- und Riickwarts-Primem, die an fur Prevotella intermedia spezifische Teilse- 
quenzen im 16S rRNA-Gen binden, und fiir die PGR erforderlichen Hilfs- und NebenstofFen, einschlieJ31ich eines 
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, dadurch gekennzeichnet, daB 

die Kompetitor-DNA in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Verwendung von Ml 3 Vorwarts- und Riick- 
wartsprimer und einem Template, das in einem Plasmid eine eukaryontische Basensequenz, deren Schmelztempe- 
ratur um 3°G niedriger als die des Amplifikates der Prevotella intermedia-DNA ist, enthalt, die von den Bindungs- 
stellen des Vorwarts- und Riickwartsprimers flankiert wird, erzeugt wird, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 45 mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: initiale 
Denaturierung: 0 Sek. 94°C, Denaturierung: 0 Sek. 94°G, AnneaHng: 10 Sek. 55°G, Extension: 20 Sek. 72°C, Fluo- 
reszenzmessung bei 72°C, Schmelzkurv^enanalyse zwischen 65 und 94°G, Transitionsrate 0,1°G/Sek. 
und das Mengenverhaltnis der Amplifikate von Probe und Kompetitor aus dem Verhaltnis der mittels Integration er- 
haltenen Peakflachen der Schmelzkurven ermittelt wird, 

und anschlieBend aus Eichkurven, die nach dem oben beschriebenen Verfahren erhalten wurden, indem bekannte 
Mengen eines mit Hilfe von Vorwarts- und Riickwartsprimer und mit genomischer DNA aus Prevotella intermedia 
als Template erhaltenen Amplifikates mit verschiedenen, bekannten Mengen des Kompetitors koamplifiziert wur- 
den, und der Logarithmus des Peakllachenverhaltnisses von Probe und KompetiLor gegen den Logarithiiius des Mo- 
lekiilzahlverhaltnisses von Probe und Kompetitor aufgetragen wurde, aus dem Verhaltnis der beiden Produktkon- 
zentrationen und der bekannten Molekiilzahl des zum PGR-Ansatz zugegebenen Kompetitors die DNA-Molekiil- 
zahl der Probe, und daraus unter Beriicksichtigung der Anzahl von 5,3 16S rDNA-Kopien je Prevotella intermedia- 
Zelle die Anzahl der Prevotella intermedia-Zellen ermittelt wird. 

8. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eikenella corrodens in biologischen Proben mittels kompetitiver 

PGR unter Verwendung von Vorwarts- und Riickwarts-Primem, die an fiir Eikenella corrodens spezifische Teilse- 
quenzen im 16S rRNA-Gen binden, und fiir die PGR erforderlichen Hilfs- und Nebenstoffen, einschlieBlich eines 
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs, dadurch gekennzeichnet, daB 

die Kompetitor-DNA in einer vorangegangenen PGR-Reaktion unter Verwendung von M13 Vorwarts- und Riick- 
wartsprimer und einem Template, das in cincm Plasmid cine eukaryontische Basensequenz, deren Schmclztcmpc- 
ratur um 3°C niedriger als die des Amplifikates der Eikenella corrodens-DNA ist, enthalt, die von den Bindungs- 
stellen des Vorwarts- und Riickwartsprimers flankiert wird, erzeugt wird, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 45 mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: initiale 
Denaturierung: 0 Sek. 94°C, Denaturierung: 0 Sek. 94°G, Annealing: 10 Sek. 55°G, Extension: 20 Sek. 72°C, Fluo- 
reszenzmessung bei 72°C, Schmelzkurvenanalyse zwischen 65 und 94°G, Ttansitionsrate 0,1°G/Sek. 
und das Mengenverhaltnis der Amplifikate von Probe und Kompetitor aus dem Verhaltnis der mittels Integration er- 
haltenen Peakflachen der Schmelzkurven ermittelt wird, 

und anschlieBend aus Eichkurven, die nach dem oben beschriebenen Verfahren erhalten wurden, indem bekannte 
Mengen eines mit Hilfe von Vorwarts- und Riickwartsprimer und mit genomischer DNA aus Eikenella corrodens 
als Template erhaltenen Amplifikates mit verschiedenen, bekannten Mengen des Kompetitors koamplifiziert wur- 
den, und der Logarithmus des Peakflachenverhaltnisses von Probe und Kompetitor gegen den Logarithmus des Mo- 
lekiilzahlverhaltnisses von Probe und Kompetitor aufgetragen wurde, aus dem Verhaltnis der beiden Produktkon- 
zentrationen und der bekannten Molekiilzahl des zum PGR- Ansatz zugegebenen Kompetitors die DNA-Molekiil- 
zahl der Probe, und daraus unter Beriicksichtigung der Anzahl von 4 16S rDNA-Kopien je Eikenella corrodens- 
Zelle die Anzahl der Eikenella corrodens-Zellen ermittelt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 4 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB der Kompetitor eine 217 Bp lange Teilsequenz 
der humanen Muskel-Fruktose-l,6-bisphosphatase enthalt, die blunt in Smal/HincII-verdauten pUG18 kloniert 
wurde, und deren Schmelzpunkt bei 85,5°G liegt. 
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